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Araflt›rma Makalesi

Lepistes Bal›klar› (Poecilia reticulata)’nda
Maternal ‹mmunitenin Transferi
Ayflegül KUB‹LAY, Mehmet Rüfltü ÖZEN
Süleyman Demirel Üniversitesi, Su Ürünleri Fakültesi, Yetifltiricilik Bölümü, E¤irdir, Isparta - TÜRK‹YE

Gelifl Tarihi: 30.05.2002

Özet: Lepistes bal›klar› (Poecilia reticulata)’nda yavrulara pasif immunitenin transferinin belirlenmesi üzerinde bu araflt›rma
yürütülmüfltür. Anaç lepistesler, formalinle öldürülmüfl ve Aeromonas hydrophila bakterini ile intraperitonal enjeksiyonla immunize
edilmifllerdir. Anaç lepistesler ve yavrular›n›n vücut s›v›lar›nda aglutinasyon antikor titreleri ve presipitasyon antikoru incelenmifltir.
Maternal immunitenin A. hydrophila patojenine karfl› koruma oluflturmas› test edilmifltir. ‹mmunizasyonundan 4 hafta sonra 14’er
adet immunize ve kontrol grubu yavrulara 1 x 107 cfu/ml A. hydrophila patojenine 5 dakika maruz b›rak›larak eprüvasyon
uygulanm›flt›r. Aglutinasyon antikor titresi anaçlar›n immunizasyonundan 4 hafta sonra ç›kan yavrularda 1/16’dan 1/32’ye
yükselmifltir. ‹mmunize yavrular›n vücut s›v›lar›nda eriyik A. hydrophila’ya karfl› presipitin çizgileri görülmüfltür. Eprüvasyondan
sonra, kümülatif mortalite kontrol grubu yavrular›nda (% 43) immunize yavrulardan (% 14) daha yüksek bulunmufltur. ‹mmunize
yavrularda relatif koruma yüzdesi % 67 olarak saptanm›flt›r. Bu bulgular lepisteslerden yavrular›na antikor transferini ve bu maternal
transferin A. hydrophila patojenine karfl› direnç sa¤lad›¤›n› göstermektedir.
Anahtar Sözcükler: Maternal immunite, lepistes, Poecilia reticulata, antikor, Aeromonas hydrophila

Transfer of Maternal Immunity in the Guppy, Poecilia reticulata
Abstract: An investigation was carried out to determine whether transmission of passive immunity from the mother to the fry
occurred in the guppy, Poecilia reticulata. Female guppies were immunized by an intraperitoneal injection of formalin-killed
Aeromonas hydrophila bacterin. Agglutinating antibody titers and the precipitating antibody in the body fluid of female guppies and
their fry were investigated. The protection against the A. hydrophila pathogen by maternal immunity was also tested. Four weeks
after immunization, 14 fry from immunized and nonimmunized females were challenged with 5-min exposure to a virulent A.
hydrophila at dosages of 1 x 107 cfu/ml. Agglutinating antibody titers in the fry increased, ranging from 1/16 to 1/32. Body fluid
of the newborn fry showed a precipitin line against sonicated A. hydrophila. In the challenge, the cumulative mortality of fry from
the control fish (43%) was higher than that of fry from immunized fish (14%). The relative percentage protection of fry from
immunized females was 67%. The results suggest that the antibody was transmitted from the mother to the newborn fry and the
transfer of maternal immunity provides resistance to A. hydrophila in the guppy.
Key Words: Maternal immunity, guppy, Poecilia reticulata, antibody, Aeromonas hydrophila

Girifl
Ovovivipar üreme özelli¤i gösteren lepistes
bal›klar›nda, döllenmeden sonra yumurtalar yumurta
kanal› içerisinde geliflir. Embriyonun burada vitellüs
kesesini absorbe ettikten sonra aç›larak, yavrular›n d›flar›
b›rak›ld›¤› bildirilmektedir (1-4).
‹mmunite
hayvanlarda
enfeksiyonlara
karfl›
korunmada en önemli bir fizyolojik mekanizmad›r. Yeni
yumurtadan ç›kan larvalarda immun sistemin geliflimi
esnas›nda antijenle uyar›lara karfl› etkin lenfosit hücreleri
ve antikor üretimi kapasitesi s›n›rl›d›r. Bu nedenle genç
bal›klar›n hastal›klara karfl› dirençleri zay›ft›r (5-9).

Yüksek vertebral›lar›n yavrular›, annelerinden gelen pasif
immunite ile donat›lm›fl bir savunma sistemine sahiptir.
Memelilerde bu immunitenin transferi, hem intrauterin
yaflam s›ras›nda plasenta arac›l›¤› ve yumurta s›v›s› ile hem
de fetusun do¤umdan sonra neonetal dönemde
ba¤›rsaklar›na do¤ru klostrum akmas›yla baflar›lmaktad›r.
Bu pasif immunite; immun yetene¤in tamamen
olgunlaflmad›¤› periyotta yeni do¤mufl yavrular›n
korunmas› için hayati önem tafl›r (5-8). Bal›klarda
maternal immunitenin transferi hakk›nda bilgi oldukça
s›n›rl›d›r. Özellikle maternal immunitenin transferi ile
patojenlere karfl› genç bal›klar›n korunmas› ile ilgili
araflt›rmalar çok azd›r (6). Patojenlere karfl› korunmak
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için yavru bal›klara pasif immunitenin transfer olup
olmad›¤› ve ne kadar koruma oluflturdu¤u oldukça
önemlidir (5,7,8). Baz› bal›klar›n embriyo ve genç larva
dönemlerinde maternal orijinli humoral maddelerin
savunmada rol oynayabildikleri belirtilmektedir (57,9,10). C-reaktif protein benzeri presipitinler ve lektin
benzeri aglutininleri içeren spesifik olmayan savunma
faktörlerinin pek ço¤u bal›k yumurtalar›nda tespit
edilmifltir. Sazan ve pisi bal›klar›n›n yumurtas›nda
immunoglobulin (Ig) bulunmufltur. Salmonidlerde ise
immunoglobulinler görülmemifltir (9).
Çal›flmada ovovivipar üreme özelli¤i gösteren anaç difli
lepistes bal›klar›na Aeromonas hydrophila bakterini
enjekte edilerek lepistes yavrular›nda antikor transferi ve
bu yavrulara virulent patojen ile eprüvasyon uygulanarak
koruma immunitesinin belirlenmesi amaçlanm›flt›r.

Materyal ve Metot
Denemede 40 adet difli, 20 adet erkek anaç lepistes
bal›¤› (Poecilia reticulata) kullan›lm›flt›r. Araflt›rman›n
bafllang›c›nda kullan›lan anaç bal›klar paraziter, fungal ve
bakteriyel aç›lardan incelenmifl ve mikrobiyolojik olarak
patojen etken tafl›mad›klar› tespit edilmifltir.
Denemede anaç bal›klar, immunizasyon grubu ve
immunize edilmeyen kontrol grubu için iki farkl›
akvaryuma erkek difli oran› 1:2 olacak flekilde 30’ar adet
konulmufltur. Yavru bal›klar›n eprüvasyon uygulamas›nda
ise 14'er adetten toplam 28 adet yavru bal›¤›n stokland›¤›
iki ayr› akvaryum kullan›lm›flt›r. Akvaryumlarda daha
önceden dinlendirilmifl çeflme suyu, otomatik ›s›t›c›larla 26
°C’de sabit kalacak flekilde ›s›t›larak ve hava motoru ile
oksijen takviye edilerek kullan›lm›flt›r. Bal›klar deneme
süresince P›nar Yem ve Pazarlama A.fi.’den temin edilen
0,3-0,5 mm çap›nda ekstrude granül yem ile
beslenmifltir.
Araflt›rmada E¤irdir Su Ürünleri Fakültesi Bal›k
Hastal›klar› Ana Bilim Dal› Mikrobiyoloji Laboratuar›nda
Japon bal›klar›ndan izole edilen A. hydrophila suflu
kullan›lm›flt›r. Sufl Trypticase Soy Agarda (TSA) 22 °C’de
48 saat inkübe edilerek gençlefltirilmifltir. A. hydrophila
sufluna Gram boyama, hareketlilik, sitokrom oksidaz, O/F
testleri yap›lm›fl (11) ve ayr›ca API 20E test sistemleri
(Biomerieux- 20 100) kullan›larak biyokimyasal özellikleri
belirlenmifltir (12).

A. hydrophila suflu % 0,3’lük formaldehit ile 1 saat

1026

oda s›cakl›¤›nda 24 saat + 4 °C’de inaktive edilmifltir. Elde
edilen bu bakterin, koloni say›m› ile 108 cfu/ml olarak
spektrofotometre (Shimadzu) ile 600 nm de 0,690
olarak belirlenmifltir (13).
‹mmunizasyon için anaç difli bal›klar MS 222 ile
bay›lt›lm›fl ve bakterin (sterilite kontrolü yap›lm›fl) insulin
enjektörü ile 0,1 ml intraperitonal (i.p.) yolla verilmifltir.
‹mmunize anaç ve kontrol grubu difli anaçtan elde
edilen 10’ar adet yavru bal›k 10 hafta boyunca, her hafta
örnek al›narak fosfat buffer saline (PBS) içinde IKA marka
homojenizatör ile homojenize edildikten sonra 6000
rpm’de santrifüj edilmifl ve süpernatant k›sm› antikor
tespiti için –20 °C’de derin dondurucuda saklanm›flt›r.

A. hydrophila antijeni ile immunize edilen anaç difli
bal›klar›n 4. hafta elde edilen 1 günlük yavrular› ile
immunize edilmeyen (kontrol grubu) anaçlardan elde
edilen 1 günlük 14’er adet yavru lepistes bal›klar›na
koloni say›m metodu ile belirlenen 1 x 107 cfu/ml A.
hydrophila patojeni 5 dakika banyo yolu ile eprüvasyon
uygulanm›flt›r (13). Bal›klarda enfeksiyon sonucu oluflan
ölüm 15 gün süre ile günlük olarak kaydedilmifltir.
Bal›klardaki nispi koruma yüzdesi (Relative percentage
protection, RPP) afla¤›daki formüle göre hesaplanm›flt›r
(9,14).
RPP = (1-

‹mmunize bal›k grubundaki mortalite (%)
Kontrol grubundaki mortalite (%)

) x 100

Mikroaglutinasyon testi Roberson (15) taraf›ndan
bildirilen metoda göre yap›lm›flt›r. Testte % 0,3’lük
formaldehitle inaktive edilmifl ve yo¤unlu¤u 108 cfu/ml’ye
ayarlanm›fl antijen kullan›lm›flt›r. Al›nan serumlardan
1/4’ten bafllayarak iki katl› dilüsyonlar haz›rlanm›flt›r.
‹mmunodiffüzyon testinin uygulanmas› Ingram (16)
taraf›ndan bildirilen metoda göre yap›lm›flt›r. Bu amaçla 1
g Noble Agar, 0,01 g NaN3 (Sodyum azid), pH’s› 7,4 olan
100 ml PBS içinde haz›rlanarak kaynay›ncaya kadar
›s›t›lm›fl ve test ortam› olarak kullan›lm›flt›r. Test antijeni
olarak sonike edilen eriyik A. hydrophila antijen
kullan›lm›flt›r.
Difli bal›klar›n ovaryumlar›ndan al›nan doku örnekleri
% 10’luk bufferl› formaldehit içerisinde tespit edildikten
sonra rutin doku takip aflamalar›ndan geçirilerek
haz›rlanan parafin bloklardan 5 µm inceli¤inde al›nan
kesitler Hematoxylin-Eosin boyama yöntemi ile
boyanm›flt›r (17,18).
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Bulgular
Üreme Dönemindeki Anaç Bal›klarda Histolojik
Bulgular
Difli anaç bal›klar›n gonadlar›ndan al›nan histolojik
kesitler incelendi¤inde yumurtalarda geliflen embriyolarda
posteriör böbrekte distal tübüller aras›nda melanin
pigmentlerinin olufltu¤u gözlenirken, larvada ilk kan
üretim merkezlerinden olan anterior böbrekte
hemapoietik dokunun geliflti¤i tespit edilmifltir ( fiekil 1).

Aeromonas hydrophila
Biyokimyasal özellikleri

Suflu

Re-izolat›n›n

A. hydrophila suflu TSA’da krem renkli koloniler
oluflturmufltur. Çubuk flekilli, Gram negatif bu bakteriler
hareketli, sitokrom oksidaz pozitif ve fermantatif özellik
göstermifltir. API 20 E test sistemi sonuçlar› Tablo’da
verilmifltir.

‹mmunize anaç Difli Lepistes Bal›klar›n ve
‹mmunize Yavru Bal›klar›n Mikroaglutinasyon Test
Sonuçlar›

A. hydrophila bakterini ile immunize edilen anaç lepistes
bal›klar›ndan al›nan haftal›k örneklerde lam aglutinasyon
testi yap›lm›fl ve immunizasyondan sonra 2. haftadan
itibaren 10. haftaya kadar aglutinasyon antikorlar›n›n
varl›¤› beyaz çökeleklerin görülmesi ile tespit edilmifltir
(fiekil 2). ‹mmunize anaç bal›klardan mikroaglutinasyon
testinde 1. haftada aglutinasyon oluflmad›¤›, 2. haftada 1/8
dilüsyonda, 3. haftada 1/16 dilüsyonda, 4. ve 7. haftalarda
1/32, 8. ve 9. haftalarda 1/16 ve 10. haftada ise 1/8
dilusyonda aglütinasyon gözlenmifltir. ‹mmunize yavrular›n
vücut s›v›lar›ndan yap›lan mikroaglutinasyon test
sonuçlar›na göre 1. hafta aglutinasyon oluflmad›¤›, 2. hafta
1/4, 3. hafta 1/16, 4. hafta 1/32, 5-7. haftalarda 1/16, 8.
haftada 1/4, 9 ve 10. haftalarda 1/2 dilüsyonda
aglutinasyon tespit edilmifltir (fiekil 3).

fiekil 1. Anaç Lepistes bal›klar› (P. reticulata) embriyolar›n›n anterior böbreklerinde flekillenen
hemapoietik doku (h) H+E X 40.

Tablo. A. hydrophila suflunun API 20 E Test Sistemi sonuçlar›.
1
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+
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1.ONPGß-galaktosidaz, 2. ADH : Arjinin dihidrolaz, 3. LDC: Lizin dekarboksilaz, 4. ODC : Ornitin dekarboksilaz 5. CT: sitrat üretimi 6. H2S üretimi,
7. Üreaz üretimi 8. DA:Triptofande aminaz 9.IND: indol, 10. VP : Vogesproskauer reaksiyonu, 11. GEL : jelatin hidrolizi, 12. Glukoz, 13. Mannitol,
14. ‹nositol, 15. Sorbitol, 16. Rhamnoz, 17. Sakkaroz, 18. Melibiyoz, 19. Amygdalin, 20. Arabinoz
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Antikor titresi*

fiekil 2. A. hydrophila bakterini ile immunize lepistes bal›klar›nda (P. reticulata) lam
aglutinasyonda oluflan beyaz çökelekler.

32

edilmifltir. ‹mmunize yavrularda mortalite % 14 iken
kontrol grubunda % 43 olarak belirlenmifltir. Relatif
koruma yüzdesi % 67 olarak saptanm›flt›r.
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Tart›flma

‹mmunize ve Kontrol Grubu Lepistes Yavrular›nda
A. hydrophila ile Eprüvasyon Sonras› Koruyucu
‹mmunitenin Kontrolü

Bal›klarda antikor üreticisi böbrekler, lenfosit ve
plazma hücreleri bak›m›ndan zengin hemopoietik dokuya
sahiptir (19,20). Vivipar ve ovipar türlerin lenfoid
organlar›n›n farkl›laflmalar› sitolojik olarak incelenmifl
timus ve pronefrozun vivipar türlerde ovipar türlere göre
daha erken geliflti¤i, ayr›ca vivipar türlerin embriyolar›n›n
immunolojik olarak yeterli seviyeye ulaflmalar›n›n
ovaryum içerisinde gerçekleflti¤i bildirilmifltir (5). Bly (5)
ovaryum içerisindeki embriyonun immunolojik olarak
verilen antijene karfl› bir tepki verdi¤ini kaydetmektedir.
Araflt›rmam›zda,
lepisteslerin
böbreklerindeki
hemopoietik dokular›n gonadlarda iken gelifltikleri tespit
edilmifltir. Bu sonuç yavrular›n maternal immunitenin yan›
s›ra korumada ve antikor üretiminde immunolojik
katk›lar›n›n olabilece¤ini göstermektedir.

A. hydrophila antijeni ile immunize edilen anaç difli
bal›klar›n 4. hafta elde edilen yavrular› ile immunize
edilmeyen 14 yavru bal›¤a 1 x 107 cfu/ml A. hydrophila
patojeni ile banyo yolu ile eprüvasyon uygulanm›flt›r.
‹mmunize anaç bal›ktan elde edilen yavrulardan 2 adet,
kontrol grubu yavru bal›klarda 6 adet spesifik ölüm tespit

Araflt›rmam›zda, yavrularda en yüksek antikor titresi
4. haftada (1/32) tespit edilmifltir. A. hydrophila’n›n
E¤irdir suflu ile immunize edilen lepisteslerden elde
etti¤imiz humoral immunite sonuçlar› Takahashi
Kawahara (10)’n›n sonuçlar›n› desteklemifltir. Takahashi
Kawahara (10) immunize anaçlardan elde edilen lepistes

fiekil 3. A. hydrophila bakterini ile immunize lepistes bal›klar› (P.
reticulata) anaç (●) ve yavrular›nda (■) haftal›k
mikroaglutinasyon test sonuçlar›.
* 1/4 den bafllayarak 1/32 ye kadar iki katl› dilüsyon aral›¤›

‹mmunodiffüzyon Test Sonuçlar›
‹mmunize difli anaç lepistes ve bunlardan elde edilen
yavrular›n immunizasyondan 3 hafta sonraki doku s›v›lar›
ile eriyik A. hydrophila antijenine karfl› presipitin çizgileri
tespit edilmifltir (fiekil 4).
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fiekil 4. ‹mmunize lepistes bal›klar›n›n (P. reticulata) doku s›v›lar› ile eriyik A. hydrophila
antijenine karfl› oluflan presipitin antikor çizgileri.

bal›klar›n›n 1 günlük yavrular›nda da maternal immunite
transferini aglutinasyon ve presipitasyon antikorlar›n›n
varl›¤› ile tespit etmifllerdir.
Çal›flmam›zda maternal immunitenin kontrolü
eprüvasyon uygulamas› ile belirlenmifltir. Eprüvasyon
sonras› kontrol grubu ile immunize yavrular›n mortalite
de¤erleri karfl›laflt›r›ld›¤›nda immunize yavrularda
koruyucu immunitenin geliflti¤i ve relatif koruma yüzdesi
% 67 olarak saptanm›flt›r. Mor ve Avtalion (7) tilapia
bal›klar›nda (Oreochromis aereus) anaç diflilerden
embriyoya antikor transferini tespit etmifllerdir.
Araflt›rmac›lar yumurtlama sezonundan birkaç hafta önce
difli anaçlar›n afl›lanmas›n›n, embriyo ve larvalar›n›, immun
sistemleri olgunlafl›ncaya kadar hayatlar›n›n ilk
dönemlerinde hastal›klara karfl› korudu¤u sonucuna
varm›fllard›r (7).
Kawahara ve ark. (6), A. salmonicida toksitesi
giderilen ekstrasellüler ürünleri ile Salvelinus leucomaenis
anaçlar›n›n immunizasyonun dan sonra bunlardan elde
edilen yavrulara ve kontrol grubuna A. salmonicida
patojeni ile eprüve edilen bal›klarda kümülatif mortalite

oran›n›n kontrol grubu yavrular›nda (% 28), immunize
yavrulardan (% 4) daha yüksek oldu¤unu belirtmifllerdir.
Bu araflt›rmac›lar Salvelinus leucomaenis bal›klar›nda
maternal immunitenin A. salmonicida patojenine karfl›
direnç sa¤lad›¤›n› bildirmifllerdir.
Baz› bal›k türlerinde yumurta ve genç bireylere
maternal Ig’lerin transferinin varl›¤› nedeniyle anaç
diflilerin afl›lanmas› ile genç larva ve yavrular›n pasif olarak
immun hale getirilebilmesi ve maternal orijinli spesifik
korunma mekanizmas›n›n etkisi önem arz etmektedir
(6,7).
Mevcut çal›flmada, immunize anaçlardan yeni do¤mufl
lepistes yavrular›nda aglutinasyon ve presipitasyon
antikorlar›n›n varl›¤›, maternal immunitenin lepistes
bal›klar›nda transfer oldu¤u sonucuna var›lm›flt›r.
Maternal orijinli pasif immunitenin bu bal›klarda mevcut
oldu¤u ve koruma sa¤lad›¤› da belirlenmifltir.
Bu sonuç, lepisteslerde anaç bal›ktan yavruya antikor
aktar›m›ndan faydalanarak, yap›lacak afl› uygulamalar› ile
yavru
döneminde
meydana
gelen
kay›plar›n
azalt›labilece¤ini göstermektedir
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